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abstract
The counterfeiting of documents written with a ballpoint pen is a common phenomenon in the modern world. The aim of the 
presented study was to investigate the feasibility of applying high performance thin layer chromatography (hPTLC) to the fo-
rensic analysis of red ballpoint pen inks. Inks were extracted from writings on white office paper using methanol. The separation 
was performed using a solvent mixture of ethyl acetate, methanol and distilled water (70:35:30, v/v/v) as the mobile phase. The 
writing inks were first classified according to their main dye component. Differentiation was then attempted by taking other 
minor dyes into account. The results showed that the ink samples could be divided into three groups, even though similarities 
between the chromatograms were very high. The greatest diversity of chromatogram profiles was revealed for ink entries writ-
ten using pens of different brands. The results showed that hPTLC could be an effective and reliable tool for characterizing and 
identifying red ballpoint pen inks. 
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1. introduction

Forensic ink analysis is an important part of foren-
sic investigations into the authenticity of questioned 
document analysis. Techniques that have been studied 
for analyzing ballpoint pen inks include spectroscopic 
and chromatographic techniques [5, 6, 7]. There are 
a lot of papers presenting the discriminating powers 
of various techniques, particularly for blue and black 
ballpoint pen inks [1, 4, 13]. however, there is little 
information regarding the calculation of the discrimi-
nating power of high performance thin layer chroma-
tography (hPTLC) in the analysis of red ballpoint 
pen inks. since red pen inks are most often used in 
threatening letters, the authors decided to investigate 

the feasibility of hPTLC for analysing red ballpoint 
pen inks. 

Despite the widespread use of instrumental tech-
niques such as high performance liquid chromatog-
raphy (hPLC) and mass spectrometric techniques, 
hPTLC remains one of the most flexible, reliable and 
cost-efficient separation techniques, ideal for the anal-
ysis of pen inks. The advantages of hPTLC include 
short analysis time, relatively low running costs com-
pared to instrumental techniques, a well-established 
protocol, and ready availability of the apparatus and 
chemicals. These make it one of the most frequently 
chosen ink analysis techniques. In addition, hPTLC 
has proven to be effective, not only for the compari-
son of inks but also for matching inks to a database of 
chromatograms. Recently, Neumann and Margot pre-
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sented a statistical framework to manage a blue ball-
point pen ink database using data obtained solely from 
hPTLC [8, 9, 10, 11]. The authors decided to make an 
effort to fill in the gap in current analytical method-
ology of forensic questioned document examination, 
and, further, to lay the groundwork for a database of 
information on red ballpoint pen writing inks available 
in Malaysia. Therefore, the aim of this paper was to 
study the feasibility of using hPTLC to classify and 
discriminate red ballpoint pen inks.

2. materials and methods

2.1. samples

A total of 12 red ballpoint pen ink samples were 
collected for the study from various ballpoint pen 
models produced by different manufacturers . All pens 
were allocated a reference number during this study. 
The brand and model names of the investigated ink 
samples are listed in Table I. Four different individual 
pens were sampled for each pen model. experimental 
work was carried out on inks extracted from ink de-
posited on white photocopier paper. All papers used 
for writing were from the same batch to avoid sub-
strate variability.

TABLe I. ID NUMBeR OF ALL sTUDIeD PeN MODeLs 

Manufacturer (brand) Model ID number
Bic Round stic Grip Fine A
Carera BOB B

88 F C
FC GRIP RT 0.7 D
g’soft R100 Fine e

BP-Gs-56 0.7 F
PM kV2 F G

kM F PT h
kM 100 LV M I
kM M J

Reynolds 240 M k
243 sOFT INk X-F L

2.2. Chemicals

The chemicals used throughout the experiments 
were methanol (MeOh), ethanol and ethyl acetate 
produced by Fisher scientific (Uk). Rhodamine B 
and rhodamine 6G dyes were purchased from Acros 

Organics, UsA. Distilled water was used to prepare 
all solutions. An hPTLC silica gel plate 60 with layer 
thickness 0.2 mm, and 20 × 20 cm aluminium cards 
(Merch, Germany), and horizontal developing cham-
bers were used for chromatographic separation of dyes 
in ink entries. The research was carried out at the fo-
rensic science laboratory (Faculty of health sciences, 
Universiti kebangsaan Malaysia).

2.3. Preparation of samples

each of the pens was used to write the word “Fo-
rensic” with fixed dimensions (about 1 cm × 0.5 cm) 
on a piece of white paper. After the ink was depos-
ited on the paper, the absorbed ink was extracted with 
200 µl of methanol in a polypropylene micro vial. 
A blank sample was prepared by treating blank white 
paper (of similar dimensions to the ink entry) with 
methanol, rhodamine B and rhodamine 6G were pre-
pared as standard reference dyes by dissolving the dye 
with methanol.

2.4. high performance thin layer chromatography 
analysis

The origins were 1.5 cm from the base of the 
plates. hPTLC analyses were performed using ethyl 
acetate, ethanol and distilled water (7:3:2) as an elu-
ent mixture. each extracted ink sample was spotted 
manually using a capillary tube. Rhodamine 6G and 
rhodamine B were used as standard dyes, and a paper 
and solvent blank were included in each run. 

The mobile phase was prepared freshly every day. It 
was replaced after every two runs. Before daily opera-
tion, the tank was conditioned with the mobile phase 
for at least 20 min. A uniform origin position on the 
plates, proper loading at the origin, and solvent satura-
tion in the developing tank were maintained during all 
the hPTLC analyses to ensure high reproducibility.

2.5. Discriminating power (DP) calculation

The discriminating powers (DP) of the differ-
ent brands and models were calculated according to 
smalldon and Moffat [12], where: DP = (number of 
discriminated pairs)/(number of possible pairs).
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3. results and discussions

3.1. hPTLC analysis

hPTLC profiles of the 12 studied red pen inks are 
shown in Figure 1. In general, the hPTLC profiles of 
all 12 studied inks were very similar. All the inks and 
both reference dyes, i.e. Rhodamine B and Rhodam-
ine 6G, were fluorescent under UV at 365 nm, except 
sample D. Under illumination of UV light at 365 nm, 
rhodamine B and rhodamine 6G emitted yellow and 
green lights, respectively (Figure 2).

Almost all red pen inks contained rhodamine 6G as 
their major colouring agent. Only a few pen samples 
also contained rhodamine B in addition to rhodamine 
6G. The hPTLC results reflect the fact that rhodamine 
6G is the main colouring agent present in the red pen 
inks. Previous literature reports also agreed with our 
observation that rhodamine 6G dye is one of the main 
colouring agents in red pen inks [2, 3].

On the other hand, the solvent blank and the paper 
blank did not give any observable band under normal 
white light and UV light. The Rf values recorded for 
each band of each pen model were the average values 
calculated for dye profiles obtained from four different 
individual pens of a particular pen model. By analyz-
ing four different individual pens for each pen model, 
we aimed to average out and minimize any errors. It 
was observed that ink profiles as well as the associat-
ed Rf values of a single pen model ink extracted from 
four different individual pens were highly similar (for 
examples, see Figure 2). In other words, this means 
that the inks were fairly homogeneous across differ-
ent individual pens that were produced within a single 
production batch for a selected pen model.

3.2. Classification and differentiation

As can be seen in Figure 1, hPTLC results enabled 
us to classify 12 red pen ink samples into three groups 
based upon the colouring agent present. Group 1 (G1) 
consisted only of sample D, which did not have rhod-
amine B or rhodamine 6G in its ink composition. sam-
ples B, C, e, and F (i.e. both Carera models and both 
g’soft models), on the other hand, evidenced the pres-
ence of both rhodamine 6G and rhodamine B in their 
ink composition, and were placed into group 2 (G2). 
The third group (G3) consisted of the remaining sam-
ples: A, and G–L, i.e. Bic, PM and Reynolds, which 
contain only rhodamine 6G dye.

On first impression, it seemed as if sample D con-
tained rhodamine B, but the absence of fluorescence 
confirmed that the band did not originate from rhod-
amine B. Under normal white light, sample D showed 
a pink-coloured band with an Rf value very close to 
that of rhodamine B (Figure 1). however, careful ex-
amination of the hPTLC plate under 365 nm UV light 
indicated that the band was not from rhodamine B. 
The band did not fluoresce under UV light, unlike 
rhodamine B, which glows fluorescent under UV 
light, as shown in Figure 2. In this way, sample D was 
discriminated from the other 11 ink samples.

Within G2, the Carera and g’soft pen models can 
be further differentiated from each other. First of all, 
hPTLC chromatograms of samples e and F showed 
an extra band for another dye, which was absent in 
samples B and C. As shown in Figure 1, both models 
of Carera, i.e. sample B and C, were different from 
both models of g’soft, i.e. sample e and F, due to the 
presence of the uppermost brown-coloured band. In 
addition, the colour intensity of the pink-coloured 

Fig. 1. hPTLC plate with chosen red ballpoint pen inks (A–L). First and last tracks are standard dye rhodamine B and rhodamine 
6G, respectively. 
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In the group of 12 red ballpoint pen inks, 66 pos-
sible pairs of samples were created for comparison. 
It was found that all except 15 pairs can be identified 
based on their hPTLC chromatogram (Figure 1 and 2). 
Thus the DP is equal to about 77%: DP = (66 – 15)/66 
= 51/66 = 77.27%.

A higher DP could be achieved by taking into ac-
count the relative intensity of colours of bands.

It should be noted here that certain pens were indis-
tinguishable; a complete identification thus requires 
an additional analysis, such as quantitative hPLC. The 
occurrence of the same separation patterns is possibly 
attributable to the fact that different products from one 
manufacturer contain common dyestuff components, 
and that ink compositions are based on the limited 
raw dyestuffs provided by dyestuff makers, which are 
fewer in number compared to writing instrument mak-
ers [11].

 4. conclusions

A fast, simple and cheap methodology was devel-
oped for analysis of red ballpoint pen ink entries de-
posited on white paper. The hPTLC results suggested 
that Rhodamine 6G is the main colouring agent found 
in red pen ink. The results demonstrated the effective-
ness of the method in classifying the investigated red 
pen inks based on their hPTLC chromatogram. The 
hPTLC technique proved to be suitable and fulfilled 
the basic criteria of questioned document examination: 
it enabled us to obtain analytical results with rather 
little document destruction and in a relatively short 
time. A searchable database of chromatograms of the 
numerous red inks available in Malaysia will enable us 
to evaluate the usefulness of this technique in routine 
forensic examinations.

band exhibited by samples e and F was higher than the 
parallel band shown by samples B and C (Figure 1). 
however, models from the same brand (producer) 
could not be distinguished from each other. Perhaps 
colourless components, i.e. additives, could be used to 
discriminate models within a single manufacturer.

The third group (G3) included results obtained for 
inks of producers other than FC, Carera and g’soft – i.e. 
Bic, PM and Reynolds. Their chromatogram profiles 
were characterized predominantly by one single prom-
inent band of Rhodamine 6G. As a consequence, they 
were less informative than those composed of more 
than one dye. however, Pen I and h could be further 
differentiated from the remaining pens within G3. On 
the one hand, among the seven pen models, Pen I was 
the only one that did not exhibit a brown-coloured 
band (uppermost position), while showing non-fluo-
rescent and intense yellow-coloured bands (Figure 1). 
On the other hand, Pen h was the only one that did 
not give any yellow-coloured band. Nonetheless, there 
was some possibility of distinguishing between the ink 
extracts of the remaining pen models by calculating 
the relative colour intensity of bands. however, this 
study did not determine the relative colour intensity 
of bands due to the unavailability of a CAMAG TLC 
scanner with WinCats software (CAMAG AG, swit-
zerland).

3.3. Discriminating power (DP)

Figure 3 shows the summary results of differen-
tiation of inks from 12 red pen models. The discrimi-
nating power (DP) of the technique employed in this 
work was evaluated according to smalldon and Mof-
fat [12] as DP = (number of discriminated sample 
pairs)/(number of possible sample pairs).

Fig. 2. hPTLC plate showing dye profiles of sample D (track 1–4), rhodamine b (track 5), sample e (track 6–9), rhodamine 
6G (track 10) and sample F (track 11–14). each pen model is represented by four different spots that were prepared from four 
different individual pens.
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Fig. 3. Differentiation of red ballpoint pen inks based on the hPTLC technique.
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1.	 Wstęp

Analiza	past	długopisowych	jest	ważną	częścią	pro-
cesu	analitycznego	w	przypadku	badania	autentyczności	
dokumentów.	Wśród	technik	analitycznych,	których	za-
stosowanie	do	analizy	past	długopisowych	na	potrzeby	
wymiaru	sprawiedliwości	badano	do	tej	pory,	wymienić	
należy	metody	spektroskopowe	i	chromatograficzne	[5,	
6,	7].	Dotychczas	opublikowano	wiele	prac	opisujących	
siłę	 dyskryminacyjną	 różnych	 technik	 analizy	 instru-
mentalnej,	które	stosowano	do	rozróżniania	past	długo-
pisowych,	 zwłaszcza	 niebieskich	 i	 czarnych	 [1,	 4,	 13].	
Natomiast opublikowano stosunkowo niewiele prac od-
noszących	się	do	obliczania	siły	dyskryminacyjnej	wyso-
kosprawnej chromatografii cienkowarstwowej (hPTLC), 
którą	zastosowano	do	analizy	czerwonych	past	długopi-
sowych.	Autorzy	zdecydowali	się	więc	podjąć	takie	ba-
dania	ze	względu	na	fakt,	że	długopisy	z	pastą	tego	kolo-
ru	są	często	używane	do	pisania	listów	z	pogróżkami.	

Pomimo	 powszechnego	 stosowania	 różnych	 metod	
analizy instrumentalnej, takich jak wysokosprawna chro-
matografia cieczowa (hPLC) oraz techniki spektrome-
trii	mas,	HPTLC	pozostaje	dalej	najbardziej	elastyczną,	
niezawodną	 i	opłacalną	 techniką	 rozdziału,	co	sprawia,	
że	 jest	 idealna	 do	 analizy	 past	 długopisowych.	Wśród	
zalet	HPTLC	wymienić	należy	krótki	czas	analizy	oraz	
w	miarę	niskie	koszty	eksploatacji	w	porównaniu	z	 in-
nymi	technikami	analizy	instrumentalnej,	a	także	istnie-
nie dobrze opracowanych procedur analitycznych oraz 
dostępność	 aparatury	 i	 odczynników.	Fakt	 ten	 sprawia,	
że	 technika	 ta	 znajduje	 się	wśród	 najczęściej	wybiera-
nych	 technik	 analitycznych.	 Ponadto	 udowodniono,	 że	
HPTLC	 jest	 techniką	 efektywną	nie	 tylko	przy	porów-
nywaniu	 próbek	 dowodowych	 past	 długopisowych,	 ale	
również	w	przypadku	porównywania	 chromatogramów	
uzyskanych dla analizowanej próbki z chromatogramami 
zebranymi w odpowiednich bazach danych. Neumann 
i Margot w swoich pracach zaprezentowali modele staty-
styczne	służące	interpretacji	wyników	analiz	niebieskich	
past	długopisowych	wykonanych	wyłącznie	za	pomocą	
techniki	HPTLC	[8,	9,	10,	11].	Dlatego	też	autorzy	zde-
cydowali	 się	 podjąć	 badania	mające	 na	 celu	wypełnie-
nie	luki	w	istniejącej	metodologii	analizy	dokumentów,	
jak	 również	przygotowali	podwaliny	pod	budowę	bazy	
danych	 czerwonych	 past	 długopisowych	 używanych	
w	Malezji.	 W	 artykule	 przedstawiono	 rezultaty	 badań	
nad	 użytecznością	 techniki	 HPTLC	 do	 rozwiązywania	

problemów klasyfikacji i porównywania czerwonych 
past	długopisowych.

2.	 Materiały	i	metody

2.1. Próbki

Przeanalizowano	 12	 próbek	 czerwonych	 past	 dłu-
gopisowych	 pochodzących	 od	 różnych	 producentów,	
a	stosowanych	w	 różnych	modelach	 długopisów	 (tabe-
la	I).	Wszystkim	długopisom	przypisano	 identyfikatory	
literowe	(tabela	I).	Do	badań	wybierano	po	cztery	różne	
długopisy	z	każdego	analizowanego	modelu	długopisu.	
Eksperymenty	wykonywano,	dokonując	ekstrakcji	pasty	
długopisowej	naniesionej	na	biały	papier,	który	używany	
jest w drukarkach i kserokopiarkach. W celu wyelimino-
wania	 zmienności	 jego	 składu	między	 poszczególnymi	
seriami produkcyjnymi wszystkie kartki papieru pocho-
dziły	z	tej	samej	serii.

2.2. Odczynniki

Jako odczynniki wykorzystano w eksperymentach 
metanol (MeOh), etanol i octan etylowy, które wypro-
dukowała	firma	Fisher	Scientific	(Wielka	Brytania).	Bar-
wniki: rodamina B i rodamina 6G zakupiono w firmie 
Acros Organics (stany Zjednoczone). Do przygotowania 
roztworów	stosowano	wodę	destylowaną.	Na	aluminio-
we	płytki	HPTLC	(Merck,	Niemcy)	o	rozmiarach	20	×	
20	cm	naniesiono	żel	silikonowy	60;	jego	warstwa	miała	
grubość	0,2	mm.	W	analizie	chromatograficznej	barwni-
ków obecnych w badanych próbkach stosowano hory-
zontalną	komorę	rozwijającą.	Badania	prowadzono	w	la-
boratorium	pracującym	na	potrzeby	wymiary	sprawied-
liwości	i	organów	ścigania	(Wydział	Nauk	o	Zdrowiu	na	
Narodowym Uniwersytecie Malezyjskim).

2.3. Przygotowanie próbek 

Każdym	z	wytypowanych	do	badań	długopisów	na-
pisano	słowo	„Forensic”	na	powierzchni	około	1	cm	×	
0,5	cm	na	arkuszu	białego	papieru.	Następnie	zabsorbo-
waną	na	papierze	próbkę	pasty	długopisowej	ekstrahowa-
no	za	pomocą	200	µl	metanolu	w	mikrofiolkach	polipro-
pylenowych.	 Próbka	 ślepa	 przygotowana	 była	 poprzez	
ekstrakcję	 taką	samą	ilością	metanolu	białej,	niezapisa-

Badania	użyteczności	WysokospraWnej	chroMatografii	
cienkoWarstWoWej	do	analizy	czerWonych	past	
długopisoWych	WykonyWanej	na	potrzeBy	WyMiaru	
spraWiedliWości	i	organóW	ścigania	
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nej	 części	 kartki.	Barwniki	 rodamina	B	 i	 rodamina	6G	
użyte	zostały	 jako	próbki	odniesienia	po	rozpuszczeniu	
ich w metanolu.

2.4. Analiza z wykorzystaniem wysokosprawnej 
chromatografii cienkowarstwowej 

Punkt	 startowy	 umieszczony	 był	 1,5	 cm	 od	 brzegu	
płytki.	Analizy	z	wykorzystaniem	metody	HPTLC	wy-
konywano,	 stosując	 mieszaninę	 rozwijającą	 –	 octan	
etylowy,	 etanol	 i	 wodę	 destylowana	w	 stosunku	 7:3:2.	
Próbkę	 każdego	 ekstraktu	 nanoszono	 na	 płytkę	 za	 po-
mocą	kapilary.	Na	 płytkę	 nanoszono	 również	 roztwory	
rodaminy 6G i rodaminy B (standardy barwników) oraz 
roztwór	ślepej	próby.	

Roztwór	fazy	rozwijającej	przygotowywano	codzien-
nie	 i	 wymieniano	 każdorazowo	 po	 wykonaniu	 dwóch	
analiz.	 Przed	 analizą	 komora	 z	 fazą	 rozwijającą	 była	
kondycjonowana przez minimum 20 min. W celu zapew-
nienia	wysokiej	odtwarzalności	analiz	HPTLC	uważano,	
aby	położenie	płytek	w	komorze	rozwijającej	było	iden-
tyczne oraz aby punkt startowy, w którym umieszczano 
ekstrakty	próbek,	znajdował	się	w	tym	samym	miejscu.	

2.5.	 Obliczanie	siły	dyskryminacyjnej	(DP)

Siła	 dyskryminacyjna	 (DP) stosowanej metodyki 
analitycznej	do	rozróżniania	czerwonych	past	długopiso-
wych	stosowanych	w	różnych	modelach	długopisów	wy-
produkowanych	 przez	 różnych	 producentów	 obliczana	
była	według	zależności	podanej	przez	Smalldon	i	Moffat	
[12], tj. DP = (liczba par próbek rozróżnionych)/(liczba 
wszystkich analizowanych par próbek).

3. rezultaty i dyskusja

3.1. Analiza hPTLC 

Chromatogramy hPTLC 12 analizowanych czerwo-
nych	past	długopisowych	pokazano	na	rycinie	1	i	są	one	
bardzo podobne do siebie. Chromatogramy wszystkich 
past	długopisowych	za	wyjątkiem	chromatogramu	uzy-
skanego dla próbki D oraz uzyskane dla obu barwników, 
tj.	rodaminy	B	i	rodaminy	6G,	wykazywały	fluorescencję	
w	 zakresie	 długości	 fali	 365	nm.	Przy	 tej	 długości	 fali	
rodamina	B	i	rodamina	6G	emitowały	odpowiednio	żółte	
i	zielone	światło	(rycina	2).

Chromatogramy	 HPTLC	 wykazały,	 że	 w	 prawie	
wszystkich	czerwonych	pastach	długopisowych	rodami-
na	6G	 stanowiła	 główny	barwnik.	Tylko	kilka	 past	 za-
wierało	również	rodaminę	B	oprócz	rodaminy	6G.	Ob-
serwacje	poczynione	przez	autorów	są	zgodne	z	danymi	
zawartymi	 w	 piśmiennictwie	 [2,	 3],	 gdzie	 podano,	 że	
barwnik	 rodamina	 6G	 jest	 głównym	 składnikiem	 czer-

wonych	 past	 długopisowych.	 Jednocześnie	 ślepa	 próba	
rozpuszczalnika	oraz	ślepa	próba	ekstraktu	z	papieru	nie	
dały	żadnego	pasma	zarówno	w	świetle	widzialnym,	jak	
i	w	świetle	w	zakresie	UV.	Wartości	Rf	każdego	z	pasm	
widocznych na chromatogramach wszystkich modeli 
długopisów	zostały	oszacowane	jako	średnia	z	pomiarów	
uzyskanych	dla	każdego	z	czterech	długopisów	reprezen-
tujących	 dany	model.	Dokonując	 analizy	 czterech	 dłu-
gopisów	tego	samego	modelu,	zminimalizowano	wpływ	
przypadkowych	błędów	na	interpretację	uzyskanych	wy-
ników.	Zaobserwowano,	że	wartości	Rf obliczone dla da-
nego	modelu	długopisu	były	bardzo	podobne	(przykłady	
na	rycinie	2).	Oznacza	to,	że	skład	past	długopisowych	
używanych	w	danym	modelu	(produkowanych	w	ramach	
tej	samej	partii	produkcyjnej)	jest	w	miarę	jednorodny.

3.2.	 Klasyfikacja	i	rozróżnianie	

Opierając	się	na	wynikach	analiz	HPTLC	zaprezen-
towanych na rycinie 1, podzielono 12 czerwonych past 
długopisowych	na	trzy	podgrupy,	głównie	na	podstawie	
obecności	 na	 chromatogramie	 pasma	 od	 danego	 bar-
wnika.	Grupa	 pierwsza	 (nazwana	G1)	 składa	 się	 tylko	
z	próbki	D,	która	w	swoim	składzie	nie	miała	ani	rodami-
ny B, ani rodaminy 6G. Próbki B, C, e, i F (modele Ca-
rera	i	g’soft)	posiadały	zarówno	rodaminę	6G	i	rodaminę	
B	 (grupa	 G2).	 Trzecia	 grupa,	 G3,	 zawierała	 pozostałe	
próbki,	tj.	A,	G–L	(długopisy	firm	Bic,	PM	i	Reynolds).	
Pasty	użyte	w	tych	długopisach	zawierały	wyłącznie	ro-
daminę	6G.

W	pierwszym	momencie	można	by	przypisać	próbce	
D	obecność	rodaminy	B,	ale	brak	fluorescencji	potwier-
dził,	że	pasmo	nie	pochodzi	od	tego	barwnika.	W	zakre-
sie	światła	białego	próbka	D	posiadała	różowy	kolor	oraz	
wartość	Rf	bardzo	bliską	dla	rodaminy	B	(rycina	1).	Nie-
mniej	jednak	dokładna	analiza	płytek	HPTLC	w	świetle	
UV	przy	długości	fali	365	nm	uwidoczniła,	że	pasmo	to	
nie	wykazywało	fluorescencji	w	zakresie	UV,	zaś	roda-
mina	B	 ją	wykazuje,	 jak	pokazano	na	 rycinie	2.	W	ten	
sposób	odróżniono	próbkę	D	od	innych	11	próbek.

W	grupie	G2	pasty	używane	w	długopisach	modelu	
Carera	i	g’soft	mogą	być	odróżnione	od	siebie.	Po	pierw-
sze,	chromatogramy	HPTLC	dla	próbek	E	i	F	wykazują	
dodatkowe pasma dla innych barwników, których brak 
w próbkach B i C. Jak pokazano na rycinie 1, oba modele 
Carera	(próbki	B	i	C)	były	różne	od	obu	modeli	g’soft,	
tj.	próbek	E	i	F	ze	względu	na	obecność	brązowego	pas-
ma.	Ponadto	intensywność	różowego	pasma	występują-
cego	w	próbkach	E	i	F	była	większa	niż	odpowiadającego	
mu	 pasma	występującego	 na	 chromatogramach	 próbek	
B	i	C	 (rycina	 1).	 Niemniej	 jednak	 długopisy	 tej	 samej	
marki	nie	mogą	być	rozróżnione	od	siebie.	Najprawdo-
podobniej	dopiero	analiza	bezbarwnych	dodatków	uży-
tych	do	produkcji	pasty	powinna	pozwolić	na	odróżnie-
nie	długopisów	tego	samego	modelu	(producenta).



L. Ch. Lee, E. L. Lee, A. A. Ishak22

Problems of Forensic Sciences 2014, vol. 97, 14–22

Trzecia	grupa	 (G3)	zawiera	pasty	długopisowe	pro-
ducentów	innych	niż	FC,	Carera	 i	g’soft,	 tj.	PM	i	Rey-
nolds.	Ich	chromatogramy	charakteryzowały	się	głównie	
występowaniem	pojedynczego	pasma	pochodzącego	od	
rodaminy	6G.	W	konsekwencji	były	one	mniej	informa-
tywne	niż	te,	które	zawierały	więcej	niż	jeden	barwnik.	
Niemniej	 jednak	 długopisy	 I	 oraz	 H	 mogą	 być	 nadal	
rozróżnione	 od	 pozostałych	 długopisów	 w	 grupie	 G3.	
Patrząc	z	 jednej	 strony,	wśród	 siedmiu	 różnych	modeli	
długopisów	oznaczony	 jako	 I	 był	 jedynym,	 na	 którego	
chromatogramie	nie	stwierdzono	pasma	barwy	brązowej	
wykazującego	 fluorescencję.	Na	chromatogramie	zaob-
serwowano	tylko	pasma	barwy	żółtej	(rycina	1).	Z	drugiej	
strony	długopis	oznaczony	jako	H	był	jedynym,	którego	
chromatogram	 nie	 posiadał	 plamki	 barwy	 żółtej.	 Nie-
mniej	jednak	możliwe	jest	rozróżnienie	ekstraktów	past	
długopisowych	 dzięki	 obliczeniu	 względnej	 intensyw-
ności	barwy	poszczególnych	pasm.	Ta	część	badań	nie	
została	jednak	wykonana	z	powodu	braku	odpowiednie-
go	skanera	umożliwiającego	określenie	względnej	inten-
sywności	barwy	pasm,	tj.	skanera	CAMAG	TLC	Scanner	
z programem WinCats (CAMAG AG, szwajcaria).

3.3.	 Siła	dyskryminująca	(DP)

Na	rycinie	3	zilustrowano	 rezultaty	analizy	mającej	
na	celu	rozróżnienie	12	czerwonych	past	długopisowych.	
Siłę	dyskryminacyjną	(DP) metody analitycznej zastoso-
wanej w prezentowanych badaniach oszacowano zgodnie 
z	metodą	zaproponowaną	w	pracy	Smalldona	i	Moffata	
[12], tj. DP = (liczba rozróżnionych par próbek)/(liczba 
wszystkich możliwych par do rozróżnienia).

W	grupie	12	czerwonych	past	długopisowych	można	
było	 utworzyć	 łącznie	 66	 par	 próbek.	 Stwierdzono,	 że	
tylko	15	par	nie	mogło	być	rozróżnionych	na	podstawie	
wyników analiz hPTLC, tj. chromatogramów (ryciny 1 
i 2). Tym samym DP = (66 – 15)/66 = 51/66 = 77.27%.

Wyższą	wartość	DP	można	będzie	uzyskać,	gdy	weź-
mie	się	pod	uwagę	względną	intensywność	barw	porów-
nywanych pasm. 

Należy	 dodać,	 że	 nierozróżnione	w	 tych	 badaniach	
pasty	długopisowe	mogą	być	zapewne	zidentyfikowane	
po wykonaniu dodatkowych analiz, np. z wykorzysta-
niem	 ilościowej	 analizy	 HPLC.	 Podobieństwo	 uzyska-
nych	 chromatogramów	 związane	 jest	 z	 tym,	 że	 wiele	
produktów wytwarzanych przez tego samego producenta 
zawiera	 ten	sam	barwnik	oraz	że	skład	past	długopiso-
wych	opiera	się	na	ograniczonej	liczbie	barwników,	któ-
re	dostarczane	są	przez	ograniczoną	liczbę	producentów,	
a	ich	liczba	jest	mniejsza	niż	liczba	producentów	długo-
pisów [11].

4. Wnioski

Zaproponowano	 szybką,	 prostą	 i	 tanią	 procedurę	
analizy	 czerwonych	 past	 długopisowych	 naniesionych	
na	 kartkę	 białego	 papieru.	 Rezultaty	 metody	 HPTLC	
sugerują,	 że	 rodamina	 6G	 jest	 najczęściej	 występują-
cym	barwnikiem	w	czerwonych	pastach	długopisowych.	
Przedstawione	rezultaty	potwierdzają	 również	efektyw-
ność	zaproponowanej	metody	do	klasyfikacji	analizowa-
nych	modeli	długopisów	na	podstawie	chromatogramów	 
HPTLC.	Technika	HPTLC	okazała	się	użyteczna	i	speł-
nia podstawowe kryteria technik stosowanych w anali-
zie	dokumentów,	tj.	umożliwia	ona	uzyskanie	wyników	
analitycznych w stosunkowo szybkim czasie przy jedno-
cześnie	niewielkim	uszkodzeniu	dokumentu.	Utworzenie	
odpowiedniej	 bazy	 danych	 chromatogramów	 różnych	
czerwonych	past	długopisowych	dostępnych	w	Malezji	
pozwoli	w	przyszłości	na	ocenę	przydatności	tej	techni-
ki	do	rutynowej	analizy	past	długopisowych	na	potrzeby	
wymiaru	sprawiedliwości	i	organów	ścigania.
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